尽管急性髓系白血病（AML）患者经过标准诱导方案化疗可以获得70%\~80%的完全缓解（CR）率，但仅50%患者能被治愈[@b1]。形态学CR时，可通过监测微小残留病（MRD）预测早期复发[@b2]。重现性染色体异常导致的特异性转录拷贝是MRD监测的有效指标，包括融合基因PML-RARA、RUNX1-RUNX1T1、CBFβ-MYH11以及克隆性重现性基因突变NPM1等。但是，只有不到50%的患者存在着这些异常[@b2]--[@b3]。因此，非常有必要寻找一个属于白血病细胞的泛表达标志。而WT1基因就符合这一特征。80%\~90%的初诊AML患者骨髓和外周血中高表达WT1基因，而正常人体内表达水平很低[@b3]。

WT1基因位于染色体11p13，编码4个锌指结构域的DNA结合蛋白[@b4]。其已被视为AML患者MRD监测指标之一[@b3]--[@b6]。但是WT1基因在缓解期AML患者骨髓中也有表达，所以有必要寻找到提示复发的WT1阈值，早期预测血液学复发。在本研究中我们通过受试者工作特征（ROC）曲线获得预测AML复发的骨髓WT1 mRNA表达水平的阈值，并分析了WT1 mRNA表达水平升高到血液学复发的时间，从而为临床应用WT1基因进行AML治疗后MRD的监测提供依据。

病例与方法 {#s1}
==========

1．研究对象：收集2013年8月至2016年1月我院白血病诊疗中心收治的诱导化疗后获得CR且巩固治疗开始后行WT1基因监测至少2次的121例AML患者（非急性早幼粒细胞白血病）的临床资料。患者均根据骨髓细胞形态学、免疫组化、细胞遗传学及分子生物学确诊为AML[@b7]。

2．治疗方法：诱导方案为包含蒽环类、阿糖胞苷和（或）高三尖杉酯碱的联合化疗。CR后，根据患者的遗传学危险度予造血干细胞移植或巩固治疗（包含中大剂量阿糖胞苷）。

3．复发标准：CR后外周血重新出现白血病细胞或骨髓原始细胞大于0.050或髓外出现白血病细胞浸润。

4．WT1 mRNA表达水平的检测：提取RNA、逆转录合成cDNA、实时定量聚合酶链反应（RQ-PCR）及标准曲线的制作、标本相应的WT1 mRNA表达水平的计算参考文献[@b8]的方法。WT1 mRNA水平（%）=（WT1拷贝数/ABL拷贝数）×100%。

5．统计学处理：采用SPSS22.0及EXCEL处理数据、作图。计量资料比较采用Mann-Whitney *U*检验。制作ROC曲线确定预测复发的WT1阈值。计数资料比较采用卡方检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．患者基本资料：121例患者纳入研究，其中男56例，女65例。中位年龄37（15\~61）岁。按照2016 WHO标准[@b7]分型：AML伴t（8;21）（q22;q22）/RUNX1-RUNX1T1 25例；AML伴inv（16）（p13.1q22）或t（16;16）（p13.1;q22）/CBFβ-MYH11 9例；AML伴NPM1突变14例；AML伴CEBPA双突变8例；非特殊类型AML 65型（M~1~ 3例；M~2~ 19例；M~4~ 9例，M~5~ 32例，M~6~ 2例）。按美国国立癌症综合网络（NCCN）AML指南危险分层标准分组，低危组56例，中危组55例，高危组10例。

2．确定可预测临床复发的WT1阈值：选取巩固治疗开始后、复发前所检测到的WT1 mRNA水平最高值以及复发或缓解两种转归情况作为制作ROC曲线的数据。如[图1](#figure1){ref-type="fig"}所示，当WT1 mRNA表达水平超过2.98%时，预测患者复发与未复发的曲线下面积最大，为0.766，95%*CI*为0.647\~0.885，标准误为0.061，*P*=0.000。敏感度53.8%，特异度93.7%。换言之，当WT1 mRNA水平\>2.98%时，提示患者发生临床复发的概率为93.7%，但使用2.98%作为阈值，仅能发现复发患者中的53.8%。将阈值设为3.00%时，敏感度为53.8%，特异度为93.7%，并不改变敏感度及特异度。为了临床应用方便，将提示复发的WT1 mRNA阈值设为3.00%。

![WT1 mRNA水平检测的受试者工作特征曲线](cjh-38-08-695-g001){#figure1}

3．初诊时及缓解期WT1 mRNA表达水平：在121例患者中，41例患者初诊时进行了WT1 mRNA水平检测。其中，有3例患者初诊WT1 mRNA水平低于3.00%。初诊低于3.00%的患者，其缓解期WT1 mRNA水平理论上都是低于3.00%的，采用WT1作为其复发的预测指标无意义，故在接下来的研究中，我们剔除该3例患者。38例患者初诊WT1 mRNA水平平均值为63.85%（*P*~25~17.24%，*P*~50~ 44.09%，*P*~75~ 105.5%，范围7.19%\~188.06%）。

我们将患者巩固治疗开始后，距离末次WT1检测时间\>60 d仍未复发的多个缓解时间点的值视为缓解期WT1 mRNA水平。共有351份缓解期标本进行了WT1 mRNA水平检测。缓解期WT1 mRNA水平平均值为0.71%（*P*~25~ 0.26%，*P*~50~ 0.48%，*P*~75~ 0.88%，范围0\~8.41%）。

4．巩固治疗开始后WT1 mRNA阳性对预后的影响：118例患者中有92例巩固治疗期间及随诊时仍CR，26例出现复发。按照提示复发的WT1阈值3.00%的标准，92例CR组患者，有6例患者WT1 mRNA水平超过了该阈值（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。26例复发的患者中，有14例超过了该阈值（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。将WT1 mRNA水平\>3.00%设定为阳性组，≤3.00%设定为阴性组。其中，WT1阳性组复发率为70.0%（14/20），WT1阴性组患者复发率为12.2%（12/98），WT1阳性组复发率明显高于WT1阴性组（*P*\<0.001）。这也证实了采取3.00%作为提示复发的阈值是有临床意义的。

![6例WT1阳性的缓解期患者各时间点WT1基因表达情况\
箭头代表予以化疗。Con1\~Con5分别为巩固治疗1\~5个疗程后；F1\~F7分别为随诊1\~7个月时](cjh-38-08-695-g002){#figure2}

![26例复发患者各时间点WT1基因表达情况\
Con1\~Con5分别为巩固治疗1\~5个疗程后；F1\~F17分别为随诊1\~17个月时。26例复发患者有14例复发前WT1 mRNA表达水平超过阈值](cjh-38-08-695-g003){#figure3}

5．实施化疗干预对巩固治疗开始后WT1阳性患者复发情况的影响：按照是否采取干预措施，我们将20例WT1阳性的患者进行分组。干预组15例，采取干预措施如下：米托蒽醌+阿糖胞苷方案6例、柔红霉素+阿糖胞苷方案3例、阿克拉霉素+阿糖胞苷方案2例、大剂量阿糖胞苷方案2例、高三尖杉酯碱+阿糖胞苷方案1例、地西他滨方案1例。未干预组5例。干预组复发率为73.3%（11/15），未干预组复发率为60.0%（3/5），两组复发率相近。由于病例数少未行统计学比较。20例WT1阳性患者中有14例复发，其中1例患者未采取干预措施，且具体复发时间不详。其余13例患者从WT1首次升高达阳性水平到复发的中位时间为58（32\~300）d，平均88 d。采取干预措施的11例患者WT1升高达阳性水平到复发的平均时间为89 d（*P*~25~ 48 d，*P*~50~ 56 d，*P*~75~ 90 d，范围43\~300 d）。此11例患者中，有8例患者巩固治疗期间WT1升高达阳性水平，继续按计划予1个疗程巩固治疗后即复发。未采取干预的2例复发患者从WT1阳性到复发的时间分别为32和62 d，平均47 d。

如[图2](#figure2){ref-type="fig"}，持续处于CR期的6例WT1 mRNA阳性患者中，例2和例3 WT1升高大于3.00%后，尚未到下次随诊时间。其中，例2在巩固治疗结束第3个月随诊时尽管形态学仍处于缓解，予2个疗程化疗干预，WT1 mRNA水平继续升高并达阳性水平。例4在第2疗程巩固治疗前WT1 mRNA升高达阳性水平，按计划予第2疗程化疗后WT1 mRNA继续升高。例1和例5在第6疗程巩固治疗前WT1 mRNA升高达阳性水平，按计划继续予1个疗程巩固治疗，分别于2、4个月后复查WT1 mRNA下降，仍处于缓解状态。例6的WT1 mRNA升高后未予干预，下次复查时WT1 mRNA水平再次低于3.00%。

讨论 {#s3}
====

由于WT1基因在CD34^+^造血干细胞亦表达，且检测外周血WT1 mRNA水平创伤更小、更方便，故近年来逐渐采用外周血进行WT1研究[@b4]--[@b5],[@b9]--[@b10]。但是文献报道检测骨髓WT1 mRNA水平比外周血更易发现复发，骨髓WT1 mRNA水平升高到血液学复发窗口期更长[@b10]--[@b11]。此外，监测骨髓WT1 mRNA水平可以和监测骨髓其他提示MRD的检测指标（流式细胞术检测白血病相关免疫表型、其他特异性融合基因、特异突变等）同时进行，可以更好地评估疾病状态[@b12]。故我们认为采用骨髓检测WT1 mRNA水平，灵敏度更高，且较早、更精确地提示复发风险，并可为下一步治疗方案的制定赢得准备时间。所以本研究以骨髓WT1 mRNA表达情况为研究对象。

本研究中我们借助ROC曲线来寻找提示高风险复发的WT1阈值。从ROC曲线来看2.98%时曲线下面积最大，此时特异度为93.7%，敏感度为53.8%。若提高敏感度，如将WT1阈值设为0.99%时，敏感度为73.1%，特异度为54.7%，误诊率太高。所以我们建议采用2.98%，高特异性说明WT1增高超过此阈值时复发风险高。当然，敏感度低势必会造成一定的漏诊率，且WT1并非白血病的特异性指标，所以我们建议当WT1低于阈值但高于0.99%时，要提高警惕，同时结合流式细胞术来评估白血病残留，指导治疗。按照ROC曲线结果，并结合临床需要，我们将3.00%定为提示复发高风险的阈值，设为3.00%并未影响WT1的特异度及敏感性。我们得到的WT1阈值较文献报道的偏高，考虑原因如下：既往文献报道多是以外周血WT1 mRNA表达水平监测AML的MRD，且确定阈值时针对的是所有AML患者，而本文剔除了急性早幼粒细胞白血病患者。剔除3例初诊WT1 mRNA表达水平低于3.00%的患者后，对WT1阴性组、阳性组的复发率进行比较，差异有统计学意义，这一点也反过来证实了该阈值对MRD监测有意义。文献也报道了检测巩固治疗后骨髓WT1 mRNA水平对AML患者预后有意义[@b4]。然而本组大部分患者初诊WT1水平未知，其中可能有低表达WT1的患者不适合采用WT1动态监测MRD，且部分患者观察时间短，尚未出现临床复发。这些因素可能会导致所得到的阈值判断效能下降。

文献报道骨髓WT1 mRNA升高到出现复发的中位时间长短不等（67 d[@b10]、37 d[@b11]），报道的外周血WT1 mRNA升高到复发的时间接近（1.8个月[@b5]、44 d[@b10]）。但按我们所选取的骨髓WT1阈值，WT1阳性到复发的中位时间为56 d。由此可见，无论采用骨髓还是外周血监测WT1 mRNA，升高到复发的中位时间为1\~2个月。缓解期的6例WT1阳性患者中，2例患者最后一次监测WT1 mRNA升高大于3.00%后，尚未到随诊时间（每3个月复诊）。有可能随着观察时间延长亦会复发。结合WT1升高到复发的中位时间，我们建议WT1升高的患者，随诊时间不能按既往的3个月复查一次，而应缩短随诊时间，以便早期预测复发。

在26例复发患者中，3例初诊时检测了WT1 mRNA水平，且初诊WT1水平均较高。在这3例患者中，有2例患者复发前WT1 mRNA高于3.00%，有1例复发前WT1 mRNA为1.69%，但是复发时上升至5.31%。其余23例患者，有12例患者复发前WT1 mRNA超过了3.00%。另外11例患者，有2例复发时未查WT1 mRNA，4例复发时WT1 mRNA明显增高，大于3.00%，其余5例复发时WT1 mRNA仍低于3.00%。尽管在研究开始我们已剔除了初诊WT1 mRNA小于3.00%的患者，但对于此5例患者其初诊WT1表达情况尚不清楚。所以，初诊WT1低表达的患者可能不适合采用WT1基因监测MRD。

越来越多的学者建议AML患者诱导缓解后治疗方案的选择参考MRD结果，如有文献报道大多数流式细胞术检出的MRD阳性患者采用传统的化疗方案MRD很难转阴[@b13]，而采取异基因造血干细胞移植后复发率更低，无复发生存期更长[@b14]。也有文献报道融合基因定量监测可作为预测血液学复发的可靠指标，且针对分子水平复发的患者及时给予干预是有意义的[@b15]。

我们发现给予化疗干预的WT1阳性患者复发率与未干预组相近。15例予以干预的患者，8例化疗干预后即复发。1例予化疗后WT1 mRNA继续升高，1例未到随诊时间，有可能在不久的将来会出现血液学复发。由于本研究病例少、观察时间短、可能存在初诊WT1低表达的患者，尚难以明确化疗干预对WT1升高的患者预后是否有影响，但我们建议对于WT1阳性的患者应该采取高强度化疗或者造血干细胞移植。

综上，WT1 mRNA表达水平可作为AML缓解期MRD监测指标，WT1 mRNA水平\>3.00%预示临床复发。
